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La presente invention a trait a un procede de 
culture d'acariens en vue de la production d'extraits 
allergeniques d'acariens, • ainsi qu'a des formulations 
nutritives destinees a §tre mises en oeuvre dans ces 
procedes. 

Differentes especes d'acariens sont utilisees pour 
preparer des extraits allergeniques mis en ceuvre dans des 
formulations d' allergologie pour servir, par exemple, de 
tests d' allergologie in vivo ou in vitro, . ou encore de 
• preparations desensibilisantes administrees aux patients. 

Parmi ces acariens on trouve notamment les especes 
suivantes : Derma tophagoides , pteronyssinus, Dermatophagoides 
farinae, Blomia kulagini on tropicalis, Pyroglyphus africanus, 
et Euroglyphus maynei, qui sont des acariens domestiques 
qui se nourrissent principal ement de squames humaines. 

On utilise classiquement , pour produire ces 
acariens, des milieux de culture contenant des squames 
•. humairies convenablement trait.ees et autociavees en vue de 
I'inactivation des virus, bacteries et des agents, 
transmissibles non conventionnels tels que les prions. 
Les acariens ainsi produits permettent d'obtenir, p4r 
extraction, des extraits ailergeniques d'une grande 
qualite et pratiquement depourvus d'allergenes d' autre 
origine susceptibles d'entrainer des. , reactions croisees 
pouvant mettre des tests en defaut ou susceptibles 
d'induire des allergies . 

D'autres procedes de culture d'acariens sont 
connus, mettant en ceuvre des milieux nutritifs a base de 
proteines telles que des ceufs de crevettes ou de la 
poudre de foie de pore. Ces milieux permettent d'obtenir 
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des productions satisf aisantes, mais comportent des 
substances non acariennes, notamment d'origine animale, 
pouvant €tre allergisantes et/ou a potentiel infect ieux. 

Bien que les procedes d' inactivation utilises pour 
traiter les squames humaines destinees a la culture 
d'acariens soient d'une efficacite extremement elevee et 
que des contaminations d' agents infectieux conventionnels 
ou non soient hautement improbables, il est neanmoins 
souhaitable d'utiliser, pour cultiver les acariens, des 
milieux nutritifs d'origine non humaine et non animale et 
depourvus d' elements susceptibles d'etre allergeniques . 

La presente invention se propose done de fournir un 
procede de culture et de production d'acariens, et 
notamment des acariens des espSces precitees, limitant au 
15 maximum le risque de presence d' agents infectieux 
d'origine animale ou humaine. 

Un autre objectif de 1' invention est de fournir un 
tel procede qui permette un rendement important en 
acariens. 

20 Un autre objectif encore de 1' invention est 

d'ameliorer eventuellement 1' antigenicity des acariens 
destines a §tre utilises ou extraits pour former les 
formulations finales. 

Un autre objectif encore de 1' invention est de 
25 permettre d'eliminer facilement une grande partie du 
milieu de culture. 

L' invention a pour objet un procede de culture et 
de production d'acariens, et notamment d'acariens 
appartenant a l'une au moins des especes suivantes : 
30 Dermatophagoides pteronyssinus, Dermatophagoides farinae, 
Blomia kulagini , ou tropicalis, Pyroglyphus africanus, et 
Euroglyphus maynei, caractgrisee en ce que l'on cultive 
les acariens sur milieu depourvu d' elements ou de 
proteines humaines ou animales et comprenant, en 
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quantites efficaces, une pluralite d'acides amines sous 
forme particulaire avec une granulom^trie inferieure a 
250 urn, ou sous forme lyophilis^e. 

La granulometrie recherchee d'acides amines peut 
etre obtenue par un broyage des acides amines, 
individuellement ou en melange. 

De facon equivalente les acides amines ' peuvent §tre 
obtenus par dissolution des acides amines, puis 
lyophilisation. Dans. ce cas. on prefdre que ■ la 
lyophilisation aboutisse a des particules de taille 
inferieure a 250 ^im. 

Bien entendu, ' dans le milieu selon 1' invention, 
certains seulement des acides peuvent avoir et£ broyes 
et/ou lyophilisis, notamment en f one t ion de leurs 
15 caracteristiques physiques, par. exemple leur solubility, 
et,. le cas €cheant, certains acides peuvent §tre ajout£s 
tels quels dans le melange. I 

L' invention repose sur la decouverte que, si l'on 
utilise .. tels quels (sans broyage et/ou sans 
20 solubilisation-iyophilisatibn et/ou sans adjonction de 
sels) .les. acides amines disponibles commercialement , les 
. : acariens ' se cultivent ex tr demerit mal et -les rendetnents 
,sont tres faibles. De facon surprenante, les melanges 
.d'acides amines ayant les caracteristiques definies dans 
25 1/ invention about is sent a des rendements comparable s 
voire superieurs aux. rendements classiques utilisant des 

.squames humaines. . 

Les melanges d'acides amine s . compor ten t , de 
preference, la ma|orite ou la tbtalite des acides amines 
constitutifs naturels des proteines. Par majorite on 
entend au moins 50%, par exemple . 60 a 80%, des vingt 
acides amines constitutifs naturels des proteines ou 
d'acides amines equivalents assimilables . On peut 
cependant, egalement, aj outer des acides amines non 
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constitutifs, ou remplacer certains des acides amines par 
des acides amines non constitutifs de proteines. 

Dans un mode de realisation particulier, on peut 
avantageusement mettre en oeuvre un melange d' acides 
5 amines se rapprochant de la composition de la keratine ou 
de la couche cornee. 

Cependant, dans des variantes de 1' invention, on 
peut egalement utiliser des melanges d' acides amines se 
rapprochant de la- composition des oeuf s de crevettes ou du 
10 soja. Dans d'autres formulations on peut s' eloigner de 
cette distribution. 

Les proportions respectives des acides amines 
peuvent se rapprocher des proportions quantitatives des 
acides amines dans des substances telles que la keratine, 
15 ou la couche cornee, les oeufs de crevettes ou le soja, 
mais une identity de distribution en proportion n'est 
nullement exigee, des lors que les acides amines 
individuels sont presents en quantite suffisante. 

Le milieu nutritif qui comporte le melange d' acides 
20 amines du precede selon 1' invention peut egalement 
comporter d'autres elements usuels de milieux nutritif s 
pour acariens, destines soit a apporter un complement 
nutritif, soit a donner au milieu une texture propre au 
developpeme.nt et a la multiplication des acariens, ainsi 
25 que des sels . 

Ainsi on pre fere incorporer, dans le milieu de 
culture, des germes de ble et/ou de la levure, notamment 
de la levure de boulangerie, et/ou de la cyanocobal amine 
et/ou de la d-biotine. Le milieu peut encore comporter 
3 0 d'autres vitamines. 

Les germes de ble sont de preference chauffes pour 
supprimer tout risque d' allergenicite . 

Dans le procede selon 1' invention, le milieu de 
culture, contenant le melange d' acides amines, est amene 



& un degr£ d'humidite 1 convenable, usuel pour les acariens 
que l'on cultive, et maintenu a la temperature habituelle 
convenable. Les durees de culture peuvent itre, par 
exemple, de trois mois et l'on preferera des durees 
classiques de 2 a 5 mois. 

L' invention a egalement pour objet les milieux de 
culture contenant les melanges d'acides amines selon 
1' invention. 

L' invention a encore pour, objet les process de 
preparations d'extraits ou de formulations d'allergenes 
obtenus a partir des acariens cultives par le procede" 
selon 1' invention. 

D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention apparaitront H la lecture de la description 
suivante, faite a titre d'exemple non limitatif . 

Des cultures ont 6te conduites simultanement sur 
milieux acides amines selon les exemple s 1 et 3 et sur 
squames humaines selon 1 ' exemple 2 . 
'}" Exemple 1 ;■ . .■' '■"->':• , >; ,: 

-Get exemple deer it un procede de culture dans un 
milieu contenant une preparation , comttierciale d'acides 
aming^: ?V^V:,,. /•* « f.&z:' : '- : . -.v'/' ' 

On;, prepare Un milieu de culture contenant des 
germes de ble, de la cyanocobalamine,. de la levure de 
boulangerie et de la D-biotine. V"' 

. Les germes de . ble sont autoclaves a 121 °C pendant 
20 ' puis broyes et tamises sur un tamis de .250 |im. 
v La. cyanocobalamine est broyee et . ; tamis<§e sur un 
tamis de 250 urn de porosity. ( V v 

La levure de boulangerie est chaUf fee a 122°C 
pendant 2 a 3', puis entre 100 et 135°C pendant 12" dans 
un tambour dont la vitesse de rotation est de 5 tours par 
minute, puis chauffee a 100 °C pendant 15' . 

La preparation commerciale d'acides amines a ete 
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obtenue aupres de la societe Fresenius-Kabi France S.A. 
Sa composition est la suivante, qsp 1 L d'eau PPI : 

- L-alanine 3/8 g 

- L-arginine 42 g 
5 - acide L-aspartique 5 f 2 g 

- L-cysteine chlorhydrate monohydratee 
exprime 1 en L-cysteine/L-cystine 1,7 g 

- acide L-glutamique 11,5 g 

- glycine ■ ■ 2,7 g " 
10 - L-histidine 3,1 g 

- L-isoleucine 5#0 g 

- L-leucine 6 ,7 g 

- CMorhydrate de L-Lysine, exprime en L-lysine 5 , 0 g 

- L-m£thionine 2,4 g 
15 - L-phehylalanine 7,0 g 

- L-proline 10/3 g 

- L-serine 9,6 g ' 

- L-threonine 3,8 g 

- L-tryptophane 13 g 
20 " L~ tyrosine 0/6 g 

- L-valine 55 g 

- Chlorure de calcium dihydrate 0,44 g 

- Sulfate de magnesium heptahydrat^ 0,493 g 

- Hydroxyde de sodium 2,6 g 
25 " Hydroxide de potassium 0,70 g 

- Chlorure de potassium 0,078 g 

La solution est lyophilisee et le lyophilisat 
recolte est tamise sur un tamis vibrant de 250 um de 
porosite. 

Le milieu proprement dit est prepare de la facon 
suivante : 

Pour 600 g de milieu : 

On pese 252 g de germes de ble tamise, 252 g de 
levures tamisees, 90 g de la solution d'acides amines 
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lyophilisee et tamisee, 5,4 g de cyanocobal amine tamisee 
et 0,6 g de D-biotine, 1' ensemble etant homogeneise dans 
un homogeneisateur puis tamise sur un tamis de 400 urn de 
porosite. Le milieu est conditionne en flacons bouches 
identifies et peut §tre conserve en chambre froide a 
temperature comprise entre +2°C et +8°C. 

La culture proprement dite est effectuee de la 
facon suivante : 

Les milieux prepares sont ensemenc£s avec • un 
echantillon de cultures d'ensemencement classique de 
Dermatophagoides pteronisynus . La culture s'effectue en 
flacons a une temperature de 25°C, a un degre humidite de 
75%. Les prelevements sont effectues a des epoques 
differentes. Les milieux recoltes sont ensuite 
15 lyophilises et extraits a 5% en solution de bicarbonate 
d' ammonium 4 g/1 pendant 24 heures a +4°C, puis 
centrifuges a 3000 tour par min.,; pendant 15 min. a +4,°C. 
Le surnageant est recolte puis f iltre sur filtre Mi Ilex 
HV de 0,45 p.m de porosite (Millipore) . ; v 
20 Dans les extraits obtenus on dose l'activite 

allergenigue totale. (par Rast -inhibition), les proteines 
(par, la technique de Lowry. ; et/ou / la ? t de 
Bradford) , et les allergenes ma j eurs ' Der ; p l et Der p 2 
(a l'aide des kits de dosage usuels). 
25 \. Le resultat du Rast -inhibition- est exprime en 

IR/ml (IR : indice de, reactivity) , les extraits etant 

doses en comparai son avec un extrait de reference dont 

l'activite est de 100 IR/ml. ,/uA ; 

Exemple 2 : i '■■ \ 

Le milieu de l' exemple 2 est identique a celui de 
1' exemple 1 a la difference que. la solution commerciale 
lyophilisee d'acides amines est remplacee par une 
preparation de squames humaines. 

Ces squames sont autoclavees dans des sachets a 
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134 °C pendant 18'. Les squames sont ensuite deposees dans 
des plateaux en inox mis dans une etuve a 37°C pendant 1 
a 2 semaines. Les squames sont ensuite broyees et 
tamisees avec des tamis de 500 et 250 ^m. 

La poudre de squames recueillie est ensuite traitee 
a 1' acetone et laissee a decanter 24 heures . Le 
surnageant est elimine. On procede ensuite a une derniere 
operation de lavage en acetone. On recueille le culot que 
l'on reparti en couches minces sur des plateaux et que 
l'on recouvre d'une feuille d' aluminium perforee. Cette 
substance est sechee sous hotte puis finalement tamisee 
avec un tamis vibrant de 250 ^m. 

Au lieu des 90 g de melange d'acides amines, le 
milieu de culture de cet exemple comprend 90 g de la 
preparation de squames humaines precitee. 

Exemple 3 : 

Le milieu de culture comprend les germes de ble\ la 
cyanocobal amine et la levure conformement aux exemples 1 
et 2. 

On prepare un melange d'acides amines de la facon 
suivante : 

Dans un recipient on verse 10 litres d'eau 
distillee sterile et on solubilise les acides amines 
suivants : 



- L-alanine 


17 


,2 


g 


- L-arginine 


26 


,4 


g 


- L-cysteine chlorhydrate monohydratee 


4 


,4 


g 


- glycine 


49 


r 6 


g 


- L-histidine 


5, 


2 


g 


- L-isoleucine 


13 , 


2 


g 


- chlorhydrate de L-Lysine 


20, 


0 


g 


- L-methionine 


8, 


0 


g 


- L-proline 


8, 


8 


g 


- L-serine 


44, 


0 


g 
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- L- threonine 


13,6 


g 


- L-valine 


13,6 


g 


- L-tryptophane 


. 1,3 


g 


- L-phenylalanine 


20,8 


g 


- L- leucine 


34,8 


g 


- acide L-glutamique 


64,4 


g 


- acide L-aspartigue 


9,7 


g 


La solution est ensuite 


lyophilisee 


et le 



lyophilisat recoltS est tamise sur un tamis vibrant de 
250 ^m. 

On broie separement 6,5 g d' acide aspartique et 4,0 
g de tyrosine. 

Pour preparer le milieu on ajoute aux 252 g de 
germes de ble, 252 g de levures, 5,4 g de cyanocobalamine 
et, 0,6 g de D-biotine, 79,5 g ; du melange lyophilise 
precite, 6,5 g d' acide aspartique broye et 4,0 g de 
tyrosine broyee . : -?V 

L' ensemble est homogeneise puis tarnish sur 400 \m. 
Aprds erisemericement la culture .est ef f ectuee comme dans 
1 ' exemple 1 et 2 • 

Les resultats comparatifs des exemples la 3 
f igurent dans le .... tableau 1 ,.pour ' un) premier cycle de 
culture/ ;^pres 3 mois, et dans Tes tableaux 2 et 3 pour 
v un second cycle de culture (les acariens cultives sur un 
milieu donne sont re-ensemences sur le meme milieu) , 
apres 2, 5 mois et 3 mois, respect ivement : ■•. 
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TABLEAU 1 

Activity allergenique totale, taux prot digues, de Der p 1 et 
de Der p 2 dans les extraits au l/20* me de Dermatophagoides 
pteronyssinus cultive sur differents milieux apres trois mois 
de culture. 



Milieu contenant 


Acides 
amines 
(exemple 1) 


Squames humaines 
(exemple 2) 


Acides 
amines 
(exemple 3) 


Activite allergenique 
totale (IR/ml) 


263 


284 


573 


Taux proteique (ug/ml ; 
technique de Bradford) 


537 


544 


217 


Taux proteique 
(Ug/ml ; technique de 
Lowry) 


5689 


6446 


5538 


Der p 1 (ug/ml) 


. 187,5 


231,5 


69, 0 


Der p 2 (ug/ml) 


2,0 


2,5 


10, 0 



Tableau 2 

Activite allergenique totale, taux protSique, de Der p 1 et de 
Der p 2 dans les extraits au l/20eme de Dermatophagoides 
pteronyssinus cultive pour un second cycle sur differents 
milieux apres deux mois et demi de culture. 



Milieu contenant 


Acides 
amines 
(exemple 1) 


Squames humaines 
(exemple 2) 


Acides 
amines 
(exemple 3) 


Activite' allergenique 
totale (IR/ml) 


617 


713 


195 


Taux proteique (ug/ml ; 
technique de Bradford) 


328 


371 


75 


Der p l (ug/ml) 


83,0 


13 8,0 


8,5 
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Der p 2 (|ig/ml) 


19,5 


19,5 


3,0 




. Tableau 


3 





Activity allergenique totale, taux proteique, de Der p 1 et de 
Der p 2 dans les extraits au l/20eme de Dermatophagoides 
pteronyssinus cultive pour un second cycle sur differents 
milieux aprds trois mois de culture. 



Milieu contenant 


Ac ides 
amines 
(exemple 1) 


Squames humaines 
(exemple 2) 


Acides 
amines 
(exemple 3) 


Activite allergenique 
totale (IR/ml) 


631 


486 


192 


taux proteique (ng/ml ; 
technique de Bradford) 


'•• 3 63 


411 


110 


Der pi (nq/ml) 


206,0 


..... 267,5 


23,0 


Der p 2 (ng/ml) 


14,0 


• 4,5 : 


5,0 
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' On yoit que si la culture sur acides amines suivant 
1' exemple 3 donne de bons result at s , lors d'un premier 
cycle .de culture, elle donne de mauvais resultats sur un 
second- cycle ; de culture. -Cet - "exemple h'est done pas 
adapts a la culture en routine des acariens, / \ 

•• En - revanche, la culture sur acides amines suivant 

1' exemple 1 semble bien adapt ee, puisque non • seulement 
les resultats soht satisfaisants apres deux cycles de 
culture, mais encore iTs~ soht tres proches des resultats 
obtenus ■ avec les squames humaines, ■ qui constituent 
1' alimentation naturel'le .des' ^acariens dont il est ici 
question. La relative faiblesse des resultats obtenus 
lors du premier essai est certainement imputable a un 
temps de culture trop important (une recolte a deux mois 
et demi aurait donne certainement de meilleurs 
resultats) . 
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REVEND I CAT I ONS 



1. Milieu de culture et de production 
d'acariens, et notamment d'acariens appartenant a l'une 
au moins des espdces suivantes : Dermatophagoides 
pteronys sinus, Dermatophagoides farinae, Blomia kulagini 
ou tropicalis, Pyroglyphus africanus, et Euroglyphus 
maynei, caracterise en ce qu'il est depourvu d' elements 
ou de proteines humaines ou animales et qu'il comprend, 
en quantites efficaces, une plurality d'acides amines 
sous forme particulaire avec une granulometrie inferieure 
a 250 ixm ou sous forme lyophilisee. 

2. Milieu selon la revendication 1, caracterise en 
ce qu'il comprend des acides amines obtenus par un 
broyage d'acides amines. 

3. Milieu selon la revendication 2 caracterise en 
ce qu'il comprend egalement des acides amines lyophilises 
et/ou tels quels du commerce. 

4. Milieu selon la revendication 1 caracterise en 
ce qu'il comprend des acides amines lyophilises et des 
acides amines tels quels du commerce. 

5. Milieu selon l'une des revendications 1 a 4 
caracterise en ce qu'il contient des sels. 

6. Milieu selon l'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que le melange d'acides amines comporte 
au moins 50% des acides amines constitutifs naturels des 
proteines ou leurs equivalents. 

7. Milieu selon l'une des revendications 1 a 6 
caracterise en ce que le melange d'acides amines 
reproduit le spectre des acides amines constitutifs de la 
keratine ou de la couche cornee. 

8. Milieu selon l'une des revendications 1 a 6, 
caracterise en ce que le melange d'acides amines 
reproduit le spectre des acides amines presents dans les 
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oeufs de crevettes ou dans le soja. 

9. Milieu selon l'une des revendications 7 et 8 
caracterise en ce que les proportions respectives des 
acides amines sont proches des proportions quant i tat ives 
des acides amines et des sels dans des substances telles 
que la keratine ou la couche cornee ou les ceufs de 
crevettes ou le soja. 

10. Milieu selon l'une des revendications 1 a 9 r 
caracterise en ce qu'il comporte egalement d'autres 
elements usuels de milieux nutritifs pour acariens, 
destines & apporter un complement nutritif, et/ou a 
donner au milieu une * texture propre au developpement et a 
la multiplication des acariens. 

11. Milieu seloii la 5 revendication 10, caracterise 
en ce qu'il comporte en outre ,^ des germes de ble et/ou de 
la levure, notamment de la levure de boulangerie, et/ou 
de la cyanocobalamineet/bu de Ik d-biotine. 

12 . Milieu selon 1/ une des; revendications 1 a ll/ 
caracterise eri ce qu' il petit .coritenir du soja.:, 

, : . 13 \ Milieu selon 1 ' urie des ) revindications 1 a 12, 
caracterise eri ce qu' 11 comporte mdins 50% des acides 
amines suivahts , ■ t 1 

- ":ti-alanine , " ..- 

- L-arginine 

- Aci de : L - aspart i que ; ;• ' " . 
" l L-cysteine/£ysti^ . ' , \, 

r , Acide L- glut ami que % . 

- glycine < >: 

- L-histi&ihe .... : - \ \ 

- L-isoleucirie 

- L- leucine. 

- L-Lysine 

- L-methionine 

- L-ph€nylalanine 
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- L-proline 

- L-serine 

- L- threonine 

- L- tryptophane 

- L-tyrosine 

- L-valine 

14, Milieu selon la revendication 13 , caracterise 
en ce qu'il comprend les acides amines dans les 
proportions suivantes, pour un total de 93,711. g : 



- L-alanine 3 7 8 g 

- L-arginine 4 7 2 g 

- acide L-aspaftique 5,2 g 

- L- cysteine chlorhydrate monohydratee 
exprime en L-cysteine/L-cystine 1,7 g 

- acide L-glutamique 11,5 g 

- glycine 2,7 g 

- L-histidine 3,1 g 

- L-isoleucine 5,0 g 

- L-leucine 6,7 g 

- Chlorhydrate de L-lysine, exprime en L-lysine 5,0 g 

- L-methionine 2,4 g 

- L-phenylalanine 7,0 g 

- L-proline 10,3 g 

- L-serine 9,6 g 

- L-threonine 3,8 g 

- L- tryptophane 1,3 g 

- L-tyrosine 0,6 g 

- L-valine 5,5 g 

- Chlorure de calcium dihydrate 0,44 g 

- Sulfate de magnesium heptahydrate 0,493 g 

- Hydroxyde de sodium 2 , 6 g 

- Hydroxide de potassium 0,70 g 

- Chlorure de potassium 0,078 g 



15. Procede de culture et de production d'acariens, 



15 



et notamment d'acariens appartenant a l'une au moins des 
espdces suivantes : Dermatophagoides pteronys sinus, 
Dermatophagoides farinae, Blomia kulagini ou tropicalis, 
Pyroglyphus africanus, et Euroglyphus maynei, caracteris£ 
en ce que l'on cultive les acariens sur un milieu selon. 
l'une quelconque des revendi cat ions 1 a 14. 

16. Precede selon la revendication 15 caracterise 
en ce que le milieu de culture, contenant le melange 
d'acides amines, • est amene a- un degre d'humidite 
convenable, usuel pour les acariens que l'on -cultive, et 
maintenu a la temperature habituelle convenable. 

17. Procede selon l'une des revendi cat ions 15 et 16 
caracterisS en ce que l'on effectue la culture entre 2 et 
5 mois. > ... 

15 18 • Procede d'obtention d'une preparation 

d'allergenes caracterise en ce que' l'on realise une 
extraction des allergenes de la culture selon-! l'une des 
revendi cat ions" 15 a 17. "-• 
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